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摘要 : KR Phenacoccus solenopsis Tinsley 是 我 国 近 年 新 发 现 的 一 种 严重 威胁 农林 业 生 产 的 重要 外 来 人 侵害 
虫 。 针 对 扶桑 绢 粉 办 与 其 他 粉 盼 类 昆虫 难以 准确 快速 识别 且 适 生 区 广泛 的 问题 ， 以 扶桑 绵 粉 曙 为 靶 标 ， 以 我 国 常 
见 的 其 他 7 种 粉 爵 为 参照 , 采用 基于 线粒体 DNA 细胞 色素 C 氧化 酶 亚 基 工 (mtDNA. COI) 基因 序列 的 种 特异 性 
( species-specific COI, SS-COI) PCR 方法 ,研究 其 快速 分 子 检测 技术 。 通 过 已 知 粉 界 的 COI 基因 序列 设计 通用 型 
引物 1 对 , XXE HA SR ZUR TIS B 7 RUE Bu di BR EU E Pseudococcus comstocki Kuwana, Bj YES Z9 y Planococcus 
lilacius Cockerell, Kf Ej Maconellicoccus hirsutus ( Green), HZL | Saccharicoccus sacchari ( Cockerell) , 、 新 
jk X MOS Dysmicoccus neobrevipes Beardsley, WA 18/9) | Planococcus minor Maskel 和 石 蒜 纲 粉 内 Phenacoccus solani 
Ferris 的 COIL 基因 序列 , AHEM Fe 2 DR: PE P E A SE]. COT 基因 序列 设计 SS-COI 引物 1 X} ( PSZTFI/ 
PSZTR1) , 其 扩 增 片段 大 小 为 546 bp。 种 特异 性 检验 结果 表明 , AS|LPI ROSE SS ZO ER] COT 基因 具有 扩 增 能 力 ， 
对 其 他 7 种 粉 暗 不 具有 扩 增 效果 ; 该 引物 不 仅 对 成 虫 具有 良好 的 扩 增 能 力 , MEAS IR] IR SEE] TA 38 258 9 AARE B RE 
不 同 省 市 的 14 个 地 理 种 群 和 口岸 截获 的 来 自 巴 基 斯 坦 的 扶桑 绵 粉 暗 亦 具有 同样 的 扩 增 效能 。 这 些 结果 表明 , 该 技 
术 体 系 完全 可 用 于 扶桑 绵 粉 内 的 准确 识别 及 其 检测 监测 , 对 有 效 阻截 其 进一步 扩张 蔓延 意义 重大 。 
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Identification of Phenacoccus  solenopsis Tinsley ( Hemiptera: 


Pseudococcidae) with species-specific COI ( SS-COI) primers 

TIAN Hu , LI Xiao-Feng? , WAN Fang-Hao'^ , ZHANG Gui-Fen™™ * , ZHANG Jin-Liang (1. State Key 
Laboratory for the Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese 
Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China; 2. Center for Management of Invasive Alien 
Species, Ministry of Agriculture, Beijing 100081, China; 3. Beijing Plant Protection Station, Beijing 
100029, China) 

Abstract: Phenacoccus solenopsis Tinsley, a new invasive species in China, is a worldwide pest causing 
serious threat to the production of agriculture and forestry. Morphological identification of this mealybug 
species is limited by high degree of similarity and polymorphism. In the present study, a method was 
described for the development of DNA markers for rapidly identifying P. solenopsis. A pair of universal 
primers was designed based on published mitochondrial DNA cytochrome c oxidase subunit I (mtDNA 
COI) gene sequences of mealybugs in GenBank. The mtDNA COI genes from P. solenopsis and seven 
other mealybug species common in China including Pseudococcus comstocki Kuwana, Planococcus lilacius 
Cockerell, Maconellicoccus hirsutus ( Green ) , Saccharicoccus sacchari ( Cockerell ) , Dysmicoccus 
neobrevipes Beardsley, Planococcus minor Maskel and Phenacoccus solani Ferris were amplified and 
sequenced. And then one pair of species-specific COI ( SS-COI) primers was designed. The SS-COI 
primers amplified a single band of 546 bp from P. solenopsis. The specificity of the primer pair was 
validated using the seven other mealybug species mentioned above. The results showed that all and only 
P. solenopsis specimens were detected, and no cross reactions with other mealybugs were observed. The 
method was tested with individuals of the egg, 1st, 2nd and 3rd instar nymph and female adult, and 


demonstrated to be applicable for all life stages. Furthermore, the primer set was tested with one P. 
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solenopsis population from Pakistan and fourteen P. solenopsis populations from invaded areas in China 


and proved to be applicable for all geographic populations. The diagnostic PCR assay developed here 


provides a quick, simple and reliable molecular technique for the identification and monitoring of P. 


solenopsis , which will be useful in intercepting and blocking the further spreading of P. solenopsis. 


Key words: Phenacoccus solenopsis; mealybugs; species specific COI ( SS-COI) primers; molecular 


detection; rapid identification 


Tk3& Z3 p Phenacoccus solenopsis Tinsley 属 半 
XHH ( Hemiptera) ， 蛤 总 科 (Coccoidea ) , 75g Sp 
( Pseudococcidae) , 是 近年 来 出 现 的 一 种 重要 入 侵 
Œ k (Tinsley, 1898; Arif et al., 2009; 武 三 安 和 张 
润 志 , 2009; 朱 艺 勇 等 , 2011) , 其 寄主 范围 十 分 广 
iz. 已 有 的 研究 表明 , 其 寄主 植物 有 53 科 154 种 ， 
包括 农作物 、 园 林 植 物 、 林 草 和 灌木 等 ,并且 随 着 
调查 研究 的 深入 , 其 寄主 范围 有 进一步 扩大 的 趋势 
( Arif et al., 2009), ERPI ip EE LL WETE Jo E AN 
zr BLEUS SUB T GR NE REE, 为 害 部 位 以 
寄主 植物 的 幼 嫩 组 织 为 主 , 种 群 大 暴发 时 也 可 群居 
在 寄主 植物 的 老 枝 和 主 葵 上 取 食 为 害 , 受害 植株 长 
SESS. 生长 缓慢 或 停止 , 失 水 ,其 至 干枯 死亡 ; 
此 外 , 成 忠和 奢 忠 分 泌 的 蜜 露 常 诱发 煤 污 病 的 发 

, 影响 植物 的 光合 作用 ,从 而 导致 叶 厂 脱落 , 严 
重 时 可 造成 植株 成 片 死 亡 ( Dutt, 2007 ; 武 三 安 和 张 
润 志 ,2009 ) 。 

我 国 于 2008 年 在 广东 省 广州 市 的 园林 绿化 植 
物 扶桑 上 首次 发 现 扶 桑 绵 粉 暗 ( 马 骏 等 ,2009; 武 
三 安 和 张 润 志 , 2009), 之 后 的 风险 分 析 结 果 表 明 ， 
该 害虫 在 我 国 具有 广泛 的 潜在 分 布 区 域 ( 王 艳 平 
等 , 2009; 马 骏 等 , 2011)。 为 此 ,2009 年 农业 部 、 
国家 质量 监督 检验 检疫 总 局 根据 扶桑 绵 粉 明 在 国际 
上 的 发 生 和 危害 现状 ， 联 合 发 布 公告 将 其 列 人 《中 华 
人 民 共 和 国 进 境 植物 检疫 性 有 害 生 物 名 录 》, 并 要 
求 各 出 和 人 境 检 验 检 疫 机 构 依 法 加 强 对 该 虫 发 生 国家 
或 地 区 寄主 植物 的 检验 检疫 。 

通常 , 扶桑 绵 粉 暗 的 种 类 识别 主要 基于 成 虫 的 
外 部 形态 特征 , 包括 上 肉 性 成 虫 的 体 长 、 足 和 上 腹 脐 的 
颜色 、 体 背 斑 点 的 数目 、 蜡 丝 与 体 长 的 比例 ,以 及 
雄性 成 虫 的 体 长 、 体 色 等 ( 武 三 安 和 张 润 志 , 2009; 
Vennila et al., 2010; 朱 艺 勇 等 , 2011) , 而 这 些 识别 
特征 对 于 口 涯 经 常 截获 的 幼体 (包括 卵 和 1 ~3 龄 
AE) 的 鉴别 则 无 能 为 力 。 因 此 , 传统 的 形态 学 方 
法 难以 满足 口 居 检疫 以 及 引种 和 种 苗 调 运 过 程 中 对 
外 来 人 侵 生物 快速 准确 识别 与 鉴定 的 现实 需求 , 尤 
其 当 截 获 的 样本 为 幼体 或 残 体 时 (Ashfaq et al., 


2010; Singh et al., 2012) , 或 当 存 在 隐 存 种 时 (Chu 
et al., 2009; 陈 哲 等 , 2012) , MIERA STE DOR 
准确 识别 是 有 效 阻截 其 进一步 传播 扩散 的 必要 前 提 。 

本 人 研究 围绕 扶桑 绢 粉 蛤 极 易 随 植物 产品 及 其 十 
木 等 的 调运 而 传播 蔓延 , 对 农林 业 生 产 存在 巨大 威 
胁 , 却 难 以 进行 快速 准确 鉴别 的 科学 问题 , 采用 基 
于 线粒体 DNA (mitochondrial DNA, mtDNA ) 细胞 色 
zx C 氧化 酶 亚 基 I (cytochrome c oxidase subunit 
I, COL) 基因 序列 的 种 特异 性 PCR ( species- 
specific COI, SS-COI) 的 技术 与 方法 , 从 检测 监测 的 
角度 , 研究 其 快速 检测 技术 ; 同时 , 以 我 国 常 见 的 
粉 蛤 科 其 他 属 种 的 7 TOES I a H BE R a SI 
Pseudococcus comstocki Kuwana, m © E Zr Wy 
Cockerel, XK S 3 Wm 
Maconellicoccus hirsutus ( Green), H È 2 Xj W 
Saccharicoccus sacchari ( Cockerell). 3 E 2 IK X uw 
Dysmicoccus neobrevipes Beardsley, # A 18 qp W 
Planococcus minor Maskel. fi žr 2 X Phenacoccus 
solani Ferris FHI RITAR ERI, MUA FR 
SAA EPRE B TA 38 A N ET T MH HE o 
BEMER S ENR N R E 
确 识别 提供 了 依据 , ARRIR LEE AS E 
的 进一步 传播 扩散 和 人 危害 提供 了 技术 保障 。 
1 材料 和 方法 
1.1 供 试 虫 源 

扶桑 绵 粉 蛤 由 海南 大 学 环境 与 植物 保护 学 院 赠 
送 , 为 室内 饲养 种 群 , 寄主 为 市 售 南瓜 ; 新 菠萝 灰 
粉 蛤 由 中 国 热带 农业 科学 院 植物 保护 环境 保护 研究 
所 赠送 , 为 网 室 饲 养 种 群 ,寄主 植物 为 剑 嘛 ; 康 氏 
粉 盼 采 上 自 湖 北 草 州 ,寄主 植物 为 温州 密 柑 Citrus 
unshiu Marc.; HEZ SK A 18: B3 4 M — 4393, 
寄主 植物 为 糖 荐 Saccharum officinarum L.; 3s 248 
WE ARER, TEED Dy $8 3€ Malvastrum 
coromandelianum (L.); AIR B P Evi 
农业 科学 院 植 物 保护 环境 保护 研究 所 网 室 , 寄主 植 
T9] 73 38-4118] Psidium guajava L.; RESINA 


Planococcus  lilacius 


6 期 


种 群 编号 


Population no. 


10 


11 


12 


13 


14 


15 
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H 


Location 


海南 海口 


Haikou, Hainan 


海南 三 亚 


Sanya，Hainan 


云南 西双版纳 


Xishuangbanna，Yunnan 


Yuxi, Yunnan 


湖北 研 州 
Jingzhou, Hubei 


福建 福州 


Fuzhou, Fujian 


福建 厦门 


Xiamen, Fujian 


福建 龙 海 
Longhai, Fujian 


广东 汕头 
Shantou, Guangdong 


广东 广州 
Guangzhou, Guangdong 


ARAE 
Chongzuo, Guangxi 


广西 南宁 


Nanning, Guangxi 


广西 玉林 
Yulin, Guangxi 


上 海 
Shanghai 


巴基斯坦 


Pakistan 


表 1 不 同 地 理 种 群 扶桑 绵 粉 蛤 的 基本 信息 


Table 1 Collection data of Phenacoccus solenopsis specimens from different geographical populations 





纬度 /经 度 / 海 拔高 度 
Latitude/ Longitude/ Altitude 


20?3'26.6" N, 


110?20'0. 2" E, 


6 m 


18*17/25.4" N, 
1092283. 4" E, 


4m 
21?53'38" N, 


100?33'13.3" E, 


56] m 


24°19'55. 6"N, 
102?32'59, 3"E., 


1 649 m 


30?20'30. 6"N, 


112?9'3. 6"E, 
35 m 
26?4'58. I"N, 


119?15'40. 7"E, 


16 m 


24°26'20. A"N, 
118?6'43.2"E, 


15 m 


24?21'55. 1"N, 
117°40'44. 8"E, 


11 m 


23?19'19. 6"N, 


116?40'25"E, 
12 m 
23?5'49. 9"N, 


113?21'11. 9"E, 


16 m 
22?25'4. ]"N, 


107?21'54. 4"E, 


135 m 


2294928. 6"N, 
108?20'13. 9"E, 


85 m 


22938'55. 7"N, 
110?10'43, 3"E., 


78 m 
31955'21. 5"N, 


121?26'13. 6"E, 


10 m 


30?39'24. 5"N, 
72?33'13. 3"E, 


681 m 


寄主 植物 


Host plant 


大 红 花 


Hibiscus rosasinensis 


Te] PF 
Abutilon theophrasti 


大 红 花 


H. rosasinensis 


金光 菊 


Rudbeckia laciniata 


IRAE 


Gossypium hirsutum 


A CAS 


Wedelia chinensis 


大 红 花 


H. rosasinensis 


EXE 


Malvastrum coromandelianum 


鬼 针 草 
Bidens pilosa 


大 红 花 


H. rosasinensis 


大 红 花 


H. rosasinensis 


大 红 花 


H. rosasinensis 


大 红 花 


H. rosasinensis 


大 红 花 


H. rosasinensis 


IRAE 


G. hirsutum 


采集 时 间 


Collection date 


2012. 


2012. 


2012. 


2012. 


2012. 


2011. 


2011. 


2011. 


2012. 


2012. 


2012. 


2012. 


2012. 


2012. 


2012. 


11 


09 


07 


08 


08 


08 


04 
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采集 人 


Collector 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


田 虎 
Tian Hu 


ug 
Ma Jun 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


张 桂 分 
Zhang Gui-Fen 


陆 永 路 
Lu Yong-Yue 


ug 
Ma Jun 
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REDOR T ZR h A EA s Ts BE Jay er Uso RE CAN P 
心 赠送 , ERUBARTESUE CK BISTRO D, HUE) 
为 番 荔 枝 Annona squamosa (L. ) , 南洋 车 纹 粉 蛤 为 
ORRIA. AN IRIRUSERIEEIN AS ZU) EROS f 
DUK 工 所 示 。 所 有 标本 均 于 无 水 乙醇 (乙醇 的 质 
量 分 数 =99.7% ) 中 保存 。 
1.2 DNA 提取 

WREE DNA 的 提取 参照 乔 玮 娜 等 (2012 ) 
的 方法 并 稍 加 改进 。 取 单 头 粉 明 成 虫 , HJARA 
约 1/3 体 长 的 组 织 , 置 于 滴 有 20 pL 提取 缓冲 液 
(50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 1% SDS, 
20 mmol/L NaCl, pH 8.0) 的 Parafilm fli E, LJ 0.2 
mL PCR 管 底部 作为 义 浆 项， 充分 研磨 , STRAE 
入 1.5 mL 离心 管 ; 用 200 uL 缓冲 液 分 4 KANS 
浆 般 和 Parafilm 膜 , 移入 同一 离心 管 ; 加 入 5 LE 
日 酶 K (20 mg/mL) ， 充 分 混 匀 后 置 于 水 浴 锅 60Y 
水 浴 1 h (PRRI 2R); 然后 加 入 220 uL 氯仿 / 
AXES (24:1，v: v) ,轻柔 混 义 数 十 次 后 , 冰 浴 30 
min; 以 4% 12 000 r/min, 离心 20 min, EX ETE M 
(23 200 uL) £& A. 35 — 1. 5 mL 离心 管 中 , 加 入 440 
uL 预 冷 无 水 乙醇 , 轻 轻 混 匀 后 在 20Y 冰箱 放置 30 
min; 取出 后 , 于 4% 12 000 r/min, 离心 20 min, 小 
心 弃 去 上 清 液 ; 加 入 440 uL 预 冷 73% 乙醇 洗涤 ， 
4% 12 000 r/min, 离心 15 min, /]w 3$ EI. 
然后 将 离心 管 倒 扣 于 洁净 滤纸 上 , BEAT 20 min 
后 , 每 管 加 入 20 pL 超 纯 水 (DNA 浓度 为 200 ~ 350 
ng/ HL) , 充分 溶解 后 于 -20 人 保存 备用 。 
1.3 粉 蛤 类 昆虫 COI 基因 5' 端 序列 引物 的 设计 与 
扩 增 

TR HERE FE P CL RR PIRE EG R SEDET AX 
$ EM; Planococcus citri ( Risso), dE Pj E %9 $ 
Phenacoccus aceris Signoret PI X 2& Jib Xy Wi Ferrisia 
virgata ( Cockerell) 的 COI 基因 5" ym HJ p] adi Fr 9j 
( GenBank 登录 号 分 别 为 HM474286, HM474261 和 
HQ179887 , 长 度 约 为 650 bp), 以 MEGA 5.10 软件 
( Tamura et al., 2011 ) 设 计 粉 暗 类 昆虫 通用 型 引物 1 
对 (PZTCOIF1ZPZTCOIR1 ) ， 上 游 引 物 PZTCOIFI 的 
碱 基 序列 为 5'-TTTTTGGATTTTGATCAGG-', 下游 
引物 PZTCOIRI 的 碱 基 序列 为 5'- 
CTICTGGATGTCCAAAGAATC-3' (上 海 生 工 生 物 工 
程 技术 服务 有 限 公 司 协助 合成 ) Ana, URRA 
T3 5t LAS BE EXC I AER SO INTE SUIT. 
HEEE ARES DICT. SECURUS M NA a Zh 
To pH. 7 PRE mi WU ES S6 HII d DNA 为 


模板 , 进行 PCR 3$. PCR 反应 体系 为 23 pL, 其 
中 模板 DNA 2 uL, 10 x Buffer 2.5 uL ( 含 Mg ) ， 
dNTPs 0.5 uL (0.2 mmol/L), E3f£ 5l 9] T X5] 
物 各 0.5 uL (5 pmol/L), Taq DNA 聚合 酶 (3 U/ 
uL) 0.4 uL, 超 纯 水 18.6 pL。 扩 增 程 序 为 : 95C 
预 变 性 2 min; 40 个 循环 : 94C 40 s, 49C 50 s, 
72% 60 s; 最 后 72% 延伸 $ min, 

取 3 pL PCR 扩 增 产物 , 加 1 pL 上 样 缓冲 液 
(0.2596 1899) 25, 40% 蕊 糖水 溶液 ), TE 1% SIR P 
EREL 100 V 电泳 (电泳 液 为 0.5 x TBE) 分 离 
50 min 后 , 以 GelDoc Universal Hood I ANYER pt 
系统 分 析 电 泳 结 果 。 然 后 , 经 电泳 检测 验证 合格 的 
PCR 产物 进行 双 回 测序 (北京 三 博 远 志 生 物 技 术 有 
限 公 司 协助 完成 ) 。 

1.4 扶桑 绢 粉 蛤 特异 性 SS-COI 引物 的 设计 

根据 本 研究 中 扶桑 册 粉 蛤 和 康 氏 粉 蛤 、 南 洋 导 
ZU. NAE SEIL. HE STORES JACET 
EORI EL s HR UT EL I3 2 AR. GS PE n C. 
碱 基 序 列 , 运用 软件 Oligo 6.0 软件 进行 比 对 分 析 ， 
设计 扶桑 绵 粉 蛤 特异 性 SS-COI 引物 1 对 (PSZTF1/ 
PSZTRI1), 上游 引 物 PSZTFI 的 碱 基 序列 为 5” 
TTTTTGGATTTTGATCAGG-3', 下 游 引 物 PSZTRI 的 
碱 基 序列 为 5'-TAGCTCTTGAAAGTACTGGAATTGCA 
AAC-3' ( 上海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公司 协助 
合成 ) , 其 中 ,上 游 引 物 PSZTF1 的 碱 基 序列 与 1.3 
节 中 粉 昕 类 昆虫 通用 型 引物 的 上 游 引 物 PZTCOIFI 
的 碱 基 序列 相同 。 

1.5 SS-COI 引物 的 种 特异 性 及 灵敏 性 检验 

分 别 以 国内 常见 的 7 US Up XL] DNA 为 模 
板 , LATAS ROI UT A PH EEOS] HG, E US TA 38 Ag UT 
SS-COI 引物 PSZTFI/PSZTRI 的 种 特异 性 。PCR Jx 
应 体系 为 25 uL, 其 中 模板 DNA 2 pL, 10 x Buffer 
2.5 uL (& Mg * ), dNTPs 0.5 pL (0.2 mmol/L), 
上 游 引物 和 下 游 引 物 各 0.5 uL (5 pmol/L), Taq 
DNA 聚合 酶 (5 U/uL) 0.3 uL, 超 纯 水 18.7 uL. 
反应 条 件 为 : 95C 预 变性 2 min; 5 个 循环 : 94Y 40 
s, 45*C 50 s, 72C 60 s; 40 个 循环 : 94C 40 s, 
54Y 50 s, 72% 60 s; 最 后 72%C 延伸 5 min, 2739 
产物 的 检测 方法 同 1.3 "Drs APRES SUN 6 头 
成 虫 , 并 随机 以 不 同型 号 (icycler，Bio-Rad 和 
Veri, ABI) 的 PCR 仪 进行 验证 。 同 时 ,以 不 同 忠 
态 / 龄 期 (内 性 成 虫 ; 1, 2 和 3 BAR; BB) 的 扶桑 
Zr DNA 为 模板 ,进行 灵敏 性 检验 , 每 种 虫 态 / 
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龄 期 分 别 检测 6 3E, 
1.6 不 同 地 理 种 群 扶 桑 编 粉 盟 的 检测 

以 采 自 我 国 福 建 、 广东、 广西 、 海南、 湖北、 上 
海 、 云 南 等 7 个 省 市 14 A IR CHUTE AS ARES NT, 
以 及 口岸 截获 的 来 自 巴 基 斯 坦 的 扶桑 绵 粉 暗 ( 表 1) 
DNA 为 模板 ， 以 特异 性 SS-COI 引物 PSZTFI/ 
PSZTR1 进行 PCR 扩 增 , 每 一 地 理 种 群 分 别 检测 6 
头 成 虫 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 HHEH COI 基因 5' 端 序列 的 扩 增 及 SS- 
COI 标记 分 析 

以 扶桑 绵 粉 暗 以 及 田间 常见 的 其 他 7 9080 ST BI 
RERE MFRS AKTE. HE 
W ERAK EA N AA s f 383 T E 
的 DNA 为 模板 ， 以 粉 蛤 通用 型 引物 PZTCOIF1/ 
PZTCOIRI 进行 PCR 扩 增 。 电 泳 检 测 结果 显示 ,， | 
物 PZTCOIF1ZPZTCOIR1 的 通用 性 比较 强 , 8 RIS 
盼 均 能 扩 增 出 一 条 清晰 的 靶 标 片段 (图 1); 将 经 电 
泳 检测 验证 合格 的 PCR 产物 进行 双 回 测序 ， 结 果 
显示 , 该 片段 长 约 为 630 bp, X mtDNA COI 基因 5" 
端的 克隆 片段 。 根 据 8 种 粉 明 的 测序 结果 以 及 数据 
库 中 已 有 的 3 Rubri IS EFE FTH AS UE WERE 
异性 SS-COI 引物 1 Xf ( PSZTFI/PSZTRI), H5 
片段 的 大 小 为 546 bp, 
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图 1 Xp COI 基因 通用 型 引物 PZTCOIF1APZTCOIRI1 对 
TX 38 ZU 8] Is Ht, 7 种 常见 粉 内 的 扩 增 结果 电泳 检测 图 
Fig. 1 Gel images of PCR amplicons of Phenacoccus solenopsis 
and other seven common mealybug species using 
COI gene universal primers PZTCOIF1/PZCOIRI 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder; 1: 3&2) P. solenopsis; 2: 康 
Ej jp Pseudococcus comstocki; 3: A YER 209 WI Planococcus lilacius ; 
4: RÆSA r Maconellicoccus hirsutus; 5: H REZLBj Wr Saccharicoccus 
sacchari; 6: Ji i& E JK 4 NI Dysmicoccus neobrevipes; 7: $ Ai T8) Wr 
Planococcus minor; 8; iznni P. solani; 9: 阴性 对 照 ( 超 纯 水 ) 


Negative control (ultra pure water ) . 


2.2 扶桑 绵 粉 内 SS-COI 引物 的 种 特异 性 及 灵敏 
性 检验 

以 扶桑 绢 粉 肉 以 及 其 他 7 种 常见 粉 界 成 虫 的 
DNA 为 模板 ,以 所 设计 的 特异 性 SS-COI 引物 
PSZTF1/PSZTR1 进行 PCR 扩 增 , 电泳 检测 结果 显 
示 , 该 引物 只 对 扶桑 绢 粉 肉 具有 扩 增 效果 , 对 其 他 
近 缘 属 种 的 7 种 粉 明 不 具有 扩 增 能 力 , 表明 该 对 引 
物 为 扶桑 绵 粉 蛤 的 种 特异 性 引物 (图 2) 。 

VA A a] a as RS BH JT 38 Z3 DNA 为 模板 ， 
以 SS-COI 引物 PSZTF1/PSZTRI 进行 PCR 33$, Hà 
泳 检测 结果 显示 , A [e] a as d BH BI TAGS RC 9125] 
能 稳定 地 扩 增 出 546 bp 的 特异 性 片段 (图 3) 。 


M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 





图 2 SS-COI 引物 PSZTFI/PSZTRI 的 种 特异 性 检验 
Fig. 2 Amplification pattern of mtDNA using 
SS-COI primers PSZTF1/PSZTRI 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA ladder; 1; d 3 Zi 9 WI Phenacoccus 
solenopsis; 2: Jk Ek) WI Pseudococcus comstocki; 3: PA iE BAUM WE 
Planococcus lilacius; 4; WIES Xj Wr Maconellicoccus hirsutus; 5: H RE 
红粉 WI Saccharicoccus sacchari; 6: i iX 29 JK Xy Wp Dysmicoccus 
neobrevipes; 7: W A t 3 y Planococcus minor; 8: fi mn h An Wr P. 


solani; 9: 阴性 对 照 ( 超 纯 水 ) Negative control (ultra pure water). 
M 1 2 3 4 5 6 





图 3 SS-COI 引物 PSZTFI/PSZTRI 对 不 同 虫 态 
KRR RNID EAR 
Fig. 3 Amplification pattern of mtDNA from different 


development stages of Phenacoccus solenopsis using 
SS-COI primers PSZTF1/PSZTR1 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder; 1; J d Adult; 2; 1 龄 若虫 lst 
instar nymph; 3: 2 Jit Zi 1E 2nd instar nymph; 4: 3 Jit E 3rd instar 
nymph; 5: Bj| Egg; 6: 阴性 对 照 ( 超 纯 水 )Negative control (ultra pure 


water). 
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2.3 DAHER KRA B S 

以 采 目 我 国 7 个 省 市 14 个 不 同 地 区 的 扶桑 绢 
粉 蛤 以 及 口岸 截获 的 来 目 巴 基 斯 坦 的 扶桑 绢 粉 内 成 
m DNA 为 模板 , 以 SS-COI 引物 PSZTF1/PSZTRI 
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56 卷 


进行 PCR 扩 增 。 检 测 结 有 果 显 示 , 不 同 地 理 种 群 的 
扶桑 强 粉 崔 都 能 扩 增 出 清晰 的 纪 标 片段 (图 4), 表 
明 该 技术 体系 完全 可 用 于 出 人 境 植物 种 苗 调 运 中 扶 
桑 绵 粉 蛤 的 检测 。 


8 9 10 11 12 


13 14 15 16 





图 4 SS-COI 引物 PSZTF1/PSZTRI 对 15 AA [E] HLEERPSETA 56 283 39] E S UE FR DK E 
Fig. 4 Amplification pattern of mtDNA from 15 different geographical populations of Phenacoccus solenopsis collected in 
different areas of China and Pakistan using SS-COI primers PSZTF1/PSZTRI 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder; 1 15: 不 同 地 理 种 群 的 扶桑 绵 粉 肉 ( 种 群 编号 同 表 1) Different geographical populations of P. solenopsis (the 
population no. as in Table 1) ; 16: 阴性 对 照 ( 超 纯 水 ) Negative control (ultra pure water). 


3 讨论 


外 来 人 侵 生 物 的 识别 鉴定 是 有 效 防范 潜在 入 侵 
物种 传人 和 局 部 发 生 和 人 侵 物 种 进一步 传播 扩散 的 必 
要 前 提 。 扶 桑 绵 粉 曙 作为 我 国 近年 来 新 发 现 的 人 侵 
害虫 , 因 其 具有 寄主 范围 广 、 适 应 性 强 、 严 重 威胁 
农林 业 生 产 等 特点 而 备 受 关注 ( 王 艳 平等 ，2009 ; 
武 三 安 和 张 润 志 ，2009; 马 骏 等 , 2011) ,而 研究 其 
快速 检测 与 准确 识别 技术 对 于 开展 扶桑 绢 粉 曙 生 物 
生态 学 和 综合 防 控 技 术 等 研究 意义 重大 , 同时 也 是 
有 效 阻 截 其 进一步 扩散 蔓延 , 保障 农业 生产 和 生态 
环境 安全 的 必要 前 提 。 目 前 , ERAN PRR 
别 主要 依据 成 虫 的 外 部 形态 特征 , 对 非 成 虫 态 如 磊 
虫 、 卵 则 无 能 为 力 (Hodgson et al., 2008; Arif et al., 
2009) ; 此 外 , 由 于 成 虫 导 本 地 近 绿 种 粉 蛤 如 石 鞭 
绵 粉 崔 在 外 部 形态 上 极为 相似 ( 马 骏 等 ,2009; R 
三 安 和 张 润 志 , 2009; 朱 艺 勇 等 , 2011) , 使 基于 形 
态 特 征 的 物种 鉴定 与 识别 困难 重重 , 尤其 对 非 从 事 
专门 类 群 形态 学 研究 的 人 员 。 

近年 来 分 子 生物 学 技术 发 展 迅 速 , 基于 分 子 标 
记 技 术 的 粉 盟 类 昆虫 的 识别 鉴定 研究 ,由 于 不 受 雌 


雄性 别 、 样 本 完整 程度 以 及 发 育 阶 段 的 限制 (Cook 
ef al., 2002; Malausa et al., 2009; Ashfaq et al., 
2010; Hosseini and Hajizadeh, 2011; Park et al., 
2011; PRES, 2012) ,并 具有 简便 、 快 速 、 高 通 
EFRA, MEMA ZMH, 如: Gullan 等 
(2003 ) 通 过 扩 增 核 基因 和 线粒体 基因 序列 及 其 比 
对 分 析 , 并 结合 外 部 形态 特征 定义 了 一 种 新 的 粉 盼 
Ferrisia gilli Gullan, Saccaggi 等 (2008 ) 利用 多 重 
PCR 方法 扩 增 mtDNA COI 序列 , 通过 序列 特征 分 
析 成 功 地 将 和 芽 移 绵 粉 Planococcus ficus Signoret, 
TH 8S E UB ERU I E p. Pseudococcus longispinus 
Targioni KIJF R. affi S (2012) 通过 对 12 种 
T3 I BJ 18S rDNA, 28S rDNA 和 COI 序列 的 多 重 比 
MRKNI, 探讨 了 其 用 于 粉 盼 系统 进化 分 析 及 
种 类 鉴定 的 可 行 性 , 结果 表明 CO 基因 的 序列 变异 
率 相 对 较 高 ,完全 可 作为 近 缘 属 种 粉 办 类 昆虫 识别 
的 依据 。 然 而 , 由 于 需要 对 扩 增 产物 进行 测序 , 成 
本 较 高 且 花 费时 间 长 , 因此 难以 满足 高 通 量 快速 检 
测 的 需求 。 而 在 mtDNA COI 基因 序列 分 析 技 术 基 
础 上 发 展 起 来 的 SS-COI 分 子 标记 技术 , 具有 重 现 
性 好 且 谱 高 单一 等 诸多 优点 , 因此 适宜 于 大 规模 快 
速 检 测 分 析 ( Bucklin et al., 1999; Vestheim et al., 
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2005; Wang and Guo, 2008; 张 桂 芬 等 , 2012 ) 。 

本 研究 根据 已 知 的 3 种 粉 蛤 科 昆 虫 的 COI 基因 
序列 设计 通用 型 引物 , 成 功 地 扩 增 出 了 扶桑 绵 粉 盼 
以 及 其 他 7 PREH WE ER 59m COI 基因 片段 ， 
然后 根据 测序 结果 并 结合 数据 库 中 已 有 3 PAIN 
相关 碱 基 序列 , 设计 了 1 对 扶桑 绵 粉 内 特 异性 SS- 
COI 引物 PSZTF1ZPSZTR1。 种 特异 性 检验 结果 显 
示 , 该 SS-COI 引物 只 对 扶桑 纲 粉 粉 具有 扩 增 效果 ， 
对 第 见 的 其 他 粉 愉 科 害虫 如 康 氏 粉 明 、 南 洋 臂 纹 粉 
Wr. RESA HEAR SEES ACER E 
AUTRES UE VA se [3] JS FERRI s ERI 28 
能 力 ; 而 且 , 对 采 目 我 国 7 个 省 市 14 个 不 同 区 域 的 
KRAAS Fe] SAI S Ag E, AKH FR 
ak Hok El ELAENTIB BI CARS ZUR UE SERA. EEE RIE 
测 效 有 果 。 对 诅 标 序列 的 GenBank 比 对 结果 显示 , 该 
Hr Et ES AE ERI — SCPE 7S 100% ( Park et al., 
2011), WAHAI 8r 2S E E B5 — REHE F 87% 
(http://blast. nebi. nlm. nih. gov/blast. cgi) ; 2548 
明 , 该 SS-COL 检测 技术 体系 完全 可 用 于 口岸 检疫 ， 
VA tifosi. 463 RHP B Vale PR 2C UT ES UU 
及 其 扩张 趋势 和 发 生 危 害 监 测 。 然 而 , HTE 
昆虫 的 种 类 较 多 , 有 许多 种 类 本 研究 未 曾 涉及 , 为 
此 该 对 SS-COI 引物 的 特异 性 有 竺 进一步 验证 。 
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